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\ Mefivorrichtung und Verfahren zur automatischen Bestimmung der Konzentration von Biokatalysatorsubstraten 

Die Erfindung betrifft eine MeBvorrichtung und ein Ver- 
fahren zur quantitativen Bestimmung von Substraten von 
Biokatalysatoren fur die Anwendung in Chemie. Biochemie, 
Pharmazte, Medizin und im UmweKschutz. 
Die rechnergestutzte MeBvorrichtung besteht aus ein em ein 
Biosensorsystem enthaltenden, kalibrierten MeBsystem, 
das uber einen AD-Wandler mrt einer ebenfalls uber den 
Rechner gesteuerten Sieuer- und Auswerteeinheit verbun- 
den ist, einer Dateneingabeeinheit zum Dialog mit der MeB- 
vorrichtung und einer Anzetgevorrichtung beztehungsweise 
einem Dokumentationsgerdt zur MeBergebnisausgabe. 
Mit dem Verfahren werden mittels der MeBvorrichtung Kon- 
zentrationen von Substraten der Biokatah/setoren in Ge- 
genwart von die MeBergebnisse verfatschenden Storsub- 
stanzen in MeBproben unterschiedltchster Herkunft schnell 
und mit guter Praztsion bei Wegfall zertaufwendiger. manu- 
eller Arbeitsschritte bestimmt. 
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Beschreibung Pufferkapazitat erlauben keine exakte Bestimmung der 

Analytkonzentration. Diese Probleme erklaren auch das 
Die Erfindung betrifft eine MeBvorrichtung und ein Fehlen von geeigneten Vorrichtungen und GerSten po- 
Verfahren zur automatischen Konzentrationsbestim- tentiometrischer Enzymsensorcn mit pH-Elektroden 
mung von Substraten biokatalytischer Reaktionen. Die 5 und pH-ISFETs als Transducerelemente zur quantitati- 
Erfindung wird eingesetzt zur quamitativen Bestim- ven, schnelien und effektiven Konzentrationsbestim- 
mung solcher Substrate, die in Chemie, Biochemie, Bio- mung der von erheblicher analytischer Bedeutung und 
technologic Pharmazie, Medizin und Umwehschutz Be- im wesentlichen nur mit diesen Enzymsensortypen 
deutung besitzen. quantitativ zu bestimmenden chemischen Verbindun- 

Analysenverfahren zur quantitativen Bestimmung 10 gen, wie Harnstoff, Penicillin, Kreatinin, Lysin, Gluta- 
chemischer Substanzen unter Verwendung von biolo- mat, Acetylcholin und Glutamin in biologischen Losun- 
gisch aktiven Verbindungen als Analysereagenz sind gen, wie z. B. Blut, Serum, Urin, Milch oder Fermenta- 
aus der modernen Analytik nicht mehr wegzudenken. tionsldsungen. Aber auch die bei potentiometrischen 
Von herausragender Bedeutung sind dabei Enzyme und Enzymsensorsystemen, bei denen losliche Enzyme ver- 
in neuerer Zeit auch hoher integrierte Systeme, wie z. B. 15 wendet werden, vorgeschlagenen Losungen sind auf po- 
Mikroorganismen. Als Reagentien in loslichen Analy- tentiometrische Enzymsensorsysteme mit immobilisier- 
sensystemen werden diese Biokatalysatoren bzw. Bio- ten Enzymen nicht anwendbar. Sie beseitigen lediglich 
katalysatorsysteme schon seit vielen Jahren angewen- den EinfluB unterschiedlicher pH-Werte der Analytld- 
det Dabei zeigt sich aber, daB in vielen Fallen Enzyme sungen. Dariiber hinaus erfordern sie einen erheblichen 
und Mtkroorganismen trotz ihrer unbestreitbaren Vor- 20 Gerateaufwand zur Dosierung exakter Mengen von 
teile, wie hoher Spezifitat, in I6slichen Analysensyste- MeB-, Analyt- und Enzymldsungen, wobei letztere nach 
men wegen ihrer nur einmaligen Verwendbarkeit viel jedem MeBvorgang wie bei den bisherigen traditionel- 
zuteure Reagentien sind, urn eine breite und umfangrei- len Analytbestimmungsmethoden mit Idslichen Enzy- 
che Anwendung zu finden. Deshalb wird auch seit vielen men auch verworfen werden (M. Ripamonti, A. Mosca, 
Jahren nach Analysenmethoden und Vorrichtungen ge- 25 E. Rovida et aL, Clin. Chem. 1 984, 30, 556 - 559). 
sucht, bei denen die teuren Biokatalysatoren mehrfach Potentiometrische Biosensorsysteme mit immobili- 
eingesetzt werden kdnnen. In den Biosensorsystemen sierten Biokatalysatoren, wie sie in der Literatur be- 
hat man mit Sicherheit Vorrichtungen entwickelt, bei schrieben sind (R. B. Kobos in: Ion-selektive Electrodes 
denen diese Forderungen erfullt sind ("Biosensors: Fun- in Anal Chem., Plenum Press, New York and London, 
damentals and Applications" Oxford Univ. Press, 1987, 30 1980, 1 -84, Ed by H. Freiser oder DD-WP 2 53 425 5) 
Ed by A. P. F. Turner, L Karube and G. S. Wilson). arbeiten auch lediglich nur in MeB- und Probenldsungen 

Gegenwartig besitzen unter den Biosensoren die En- mit einheitlichen und vergleichbaren Eigenschaften zu- 
zymelektroden die groBte Bedeutung. In Enzymelektro- verlassig und richtig bzw. vernachlassigen, wie im Falle 
den, bei denen die Biokatalysatorkomponente Enzym des genannten Patentes, die die MeBergebnisse verf ai- 
immobilisiert und damit wiederverwendbar ist, sind die 35 schenden Einflusse unterschiedlicher Pufferkapazitaten 
Vorteile der elektrochemischen Transduktoren, wie ho- der MeBproben oder die unterschiedlichen Ansprech- 
he Sensitivitat und schnelle MeBwertbereitstellung, mit verhalten der elektrochemischen Transduktoren in die- 
den Vorteilen der Enzyme, wie hohe Spezifitat, mitein- sen Zweielektrodensystemen. 

ander verbunden. Diese aufgefuhrten Vorteile von En- Die als erhebliche Nachteile auftretenden Einflusse 
zymelektroden erklaren auch ihren Entwicklungsvor- 40 von Storsubstanzen auf ein MeBergebnis traten aber 
sprung unter den Biosensortypen, was auch in der Be- nicht nur bei Biosensorsystemen auf, die auf dem poten- 
reitstellung kommerzieller Gerate auf der Basis von En- tiometrischen MeBprinzip beruhen. Man findet sie auch 
zymelektroden zum Ausdruck kommt (F. W. Scheller et bei den weit verbreiteten und erhebliche Bedeutung be- 
aL, Biosensors 2 (1985) 135—160). Insbesondere kom- sitzenden amperometrischen Biosensorsystemen. Diese 
merzielle Vorrichtungen mit Enzymelektroden, die auf 45 Stdreinflusse auf das MeBergebnis bei amperometri- 
dem amperometrischen MeBprinzip beruhen, besitzen schen Biosensorsystemen kdnnen bis zu einem gewissen 
einen hohen Entwicklungsstand und werden in klini- Grade durch Immobilisierung zusatzhcher Anti-Interfe- 
schen Einrichtungen und Biotechnologiezentren einge- renzschichten beseitigt werden, weil diese den Zutritt 
setzt der Stdrsubstanzen bis zur die gewfinschte biokatalyti- 

Unter den potentiometrischen Enzymelektroden mit 50 schen Reaktion katahysierenden Biokatalysatorschicht 
immobilisierten Enzymen, die ionenselektive Elektro- bzw. bis zum elektrochemischen Transduktor verhin- 
den als elektrochemische Transduktoren nutzen, sind dern (R. Rennsberg, F. Schubert F. Scheller, TIBS, 1986, 
jedoch bisher lediglich solche auf der Basis der teuren, 11, 216-220). Diese Vorgehensweise hat aber auch 
gassensitiven Elektroden kommerziell erhaltlich (F. W. Nachteile, da zum einen schwierig herstellbare Multien- 
Scheller et al, Biosensors 1 (1985) 135—160). Potentio- 55 zymmembranen verwendet werden mussen und zum 
metrische Enzymsensoren mit pH-Elektroden oder pH- anderen die abschirmende Wirkung der Anti-Interfe- 
sensitiven, ionenselektiven Feldeffekttransistoren als renzschichten nur fur vergleichsweise geringe Konzen- 
elektrochemische Transduktorelemente dagegen haben trationen der Storsubstanzen wirksam sind. Diese Aus- 
bisher lediglich als grundlegende Neuentwicklung bzw. schluflkonzentrationen liegen z. B. bei Fermentationsld- 
Labormuster Bedeutung erlangt, weil die auf der Basis #> sungen weit unter den Storsubstanzkonzentrationen, so 
dieser elektrochemischen Transduktoren entwickelten daB die Anti-Interferenzschichten wegen der Oberla- 
Enzymsensoren erhebliche Nachteile haben (Kirstein et stung bei hohen Storsubstanzkonzentrationen schnell 
aL, Biosensors 1 (1985) 117- 130), wie wechselnde Sensi- unwirksam werden. 

tivitaten beim Vermessen gepufferter Analytlosungen Das Ziel der Erfindung ist es, eine MeBvorrichtung 
oder unerwunschte EinfluBnahme der Ionenaktivitat, 65 und ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von 
insbesondere aber der Wasserstoffionenaktivitat auf Biokatalysatorsubstraten zu entwickeln, wobei eine 
das MeBergebnis. Diese EinfluBnahme sich standig ver- Verringerung manueller Arbeit wie Messen, Steuern 
andernder Analytldsungsparameter, wie pH-Wert oder und Auswerten bei gleichzeitiger Verbesserung von 
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Genauigkeit, Zuverlassigkeit und Schnelligkeit ange- 
strebt wird. 

Die Aufgabe der Erfindung besteht in der Entwick- 
lung einer automatisch arbeitenden MeQapparatur mit 
Biosensoren und eines Verf ahrens zur Bestimmung von 
Biokatalysatorsubstraten, mit der eine Verringerung der 
manuellen Arbeiten und eine effektive Bestimmung ge- 
wahrleistet sind. 

Die erfindungsgema&e MeBvorrichtung besteht aus 
einem kalibrierten, mittels eines programmierbaren 
Rechnersystems gesteuerten MeBsystem, das fiber ei- 
nen Analog-Digital- WandJer mit einer Steuer- und Aus- 
werteeinheit verbunden ist, einer Dateneingabeeinheit 
zu seiner Bedienung sowie einem Dokumentiergerat 

Das MeBsystem enthalt als wesentlichen Bestandteil 
ein Biosensorsystem. Das Biosensorsystem ist in einer 
thermostatierbaren DurchfluBmeBzelle angeordnet und 
Qber seine elektrischen Leitungen und uber den Analog- 
Digital-Wandler mit der Steuer- und Auswerteeinheit 
verbunden. Die DurchfluBmeBzelle ist so konstruiert, 
daB in sie fur einen MeBvorgang uber eine MeBzufluB- 
leitung mit durch die Steuer- und Auswerteeinheit steu- 
erbarem Ventil die MeBldsung mit Hilfe einer Dosier- 
pumpe aus einem Vorratsbehalter dosiert wird. Die 
MeBldsung wird durch einen Riihrer gleichmaBig durch- 
mischt Die MeBldsung ist auf eine Pufferkonzentration 
von 2 mol/1 bis 10~ 5 mol/l mit einem pH-Wert in der 
Nahe des pH-Optimums des jeweils immobilisierten 
Biokatalysators eingestellt Nach einem MeBvorgang 
wird die MeBldsung mit Hilfe einer Absaugvorrichtung 
uber eine MefizellenabfluBleitung mit durch die Steuer- 
und Auswerteeinheit steuerbarem, gedffnetem Ventil 
entfernt Das Biosensorsystem enthalt erfindungsgemaB 
mindestens drei elektrochemische Sensoren. Dabei 
dient der Analog-Digital- Wandler der Umwandlung der 
anfallenden Signale in die durch das Rechnersystem nur 
verarbeitbaren digitalen Signale. Ein Sensor ist in jedem 
Falle ein mit mindestens einem Biokatalysator beschich- 
teter, elektrochemischer Sensor. 

Mit einem Biokatalysator beschichtet bedeutet, daB 
Enzyme, Mikroorganismen, tierische, pflanzliche oder 
humane Zellen, Zellorganellen und andere biokataly- 
tisch aktive Materialien, z. B. mit diesen Biokatalysato- 
ren modifizierte Antikorper, Antigene, Haptene, Hor- 
mone oder Gemische der genannten Biokatalysatoren, 
auf den sensitiven Oberflachen des Sensors immobili- 
siert sind Der zweite Sensor ist ebenfalls ein mit minde- 
stens einem Biokatalysator beschichteter, elektrochemi- 
scher Sensor, er kann aber auch ein unbeschichteter, 
elektrochemischer Sensor sein, er muB aber von der 
gleichen Art wie der erste Sensor sein. Liegt dieser 
zweite Sensor jedoch in beschichteter Form vor, so ist 
auf der sensitiven Oberflache dieses elektrochemischen 
Sensors mindestens ein Biokatalysator immobilisiert, 
der eine oder mehrere Storsubstanzen fQr den ersten 
Sensor umsetzt und damit bestimmen kann. Der dritte 
elektrochemische Sensor dient als Referenzsensor ge- 
genuber den beiden anderen Sensoren. Er muB nicht in 
jedem Falle als dritter Sensor sichtbar im Biosensorsy- 
stem enthalten sein, da auch solche elektrochemischen 
Transduktoren fQr die Entwicklung des Biosensorsy- 
stems verwendet werden kdnnen, deren integraler und 
oft unsichtbarer Bestandteil dieser Referenzsensor ist 
Sein Vorhandensein ist jedoch fQr das Funktionieren 
des Biosensorsystems eine unabdingbare Vorausset- 
zung. Die elektrochemischen Transduktoren fur die 
Sensoren kdnnen unterschiedlichster Art sein, so daB 
verschiedenartigste, durch die biokatalytische Reaktion 
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erzeugte, physikalische MeBgrdBen durch die MeBvor- 
richtung quantitativ bestimmt werden kdnnen. Erfin- 
dungsgemaB werden fur die Entwicklung der Meflsen- 
soren des Biosensorsystems ionenselektive Sensoren, 
s z. B. pH-Elektroden bzw. pH-sensitive, ionenselektive 
Feldeffekttransistoren oder Sauerstoffelektroden vom 
Typ der Clark-Elektroden bzw. wie diese gleiche Eigen- 
schaften besitzende und mit Mediatoren modifizierte 
Elektrodeh oder Leitfahigkeitselektroden verwendet. 
io Bei Biosensorsystemen zur Bestimmung von Biokataly- 
satorsubstraten wie Harnstoff, Penicillin, Kxeatinin, 
Aminosauren, Acylcholinen, Peptiden oder einigen Sac- 
chariden sind auf den pH-sensitiven Oberflachen der 
ionenselektiven Sensoren oder Leitfahigkeitselektroden 
15 des ersten Sensors solche Biokatalysatoren immobili- 
siert, bei deren biokatalytischer Wirkung nach Zugabe 
oben genannter Biokatalysatorsubstrate zur MeBldsung 
pH-Anderungen oder Anderungen anderer Ionenkon- 
zentrationen auftreten. Solche Biokatalysatoren sind 
20 z. B. Enzyme wie Urease, Penicillinase, Penicillinacylase, 
ICreatininase, Deaminasen, Decarboxylasen, Proteasen 
und einige Kohlehydrate umzusetzenden Enzyme, z. B. 
Glukoseoxidase, aber auch hdher integrierte biokataly- 
tisch aktive Systeme wie Mikroorganismen, Zellen un- 
25 terschiedlicher Herkunft, Zellorganellen, Organschnitte, 
die diese Enzymaktivitaten besitzen und mit diesen ge- 
nannten Biokatalysatoren modifizierte Antikorper, An- 
tigene, Haptene, Hormone und andere biologisch aktive 
Verbindungen. Biosensorsysteme mit auf diese be- 
30 schriebene Weise beschichtetem ersten Sensor besitzen 
im allgemeinen einen unbeschichteten zweiten Sensor 
und einen Referenzsensor, wie er aus der Elektrochemie 
fur pH-Werte messende Sensorsysteme bekannt ist. In 
einer anderen Variante ist das Biosensorsystem der 
35 MeBvorrichtung so aufgebaut, daB bei Verwendung von 
Sauerstoffkonzentration oder Konzentrationen seiner 
Reduktionsprodukte messenden Elektroden bzw. glei- 
che Eigenschaf ten besitzenden und mit elektrisch leiten- 
den Verbindungen, den sogenannten Mediatoren, modi- 
40 fizierten Elektroden als Sensoren auf der sensitiven 
Oberflache des ersten Sensors Biokatalysatoren immo- 
bilisiert sind, bei deren biokatalytischer Wirkung nach 
Zugabe ihrer Substrate zur MeBldsung Sauerstoff ver- 
braucht oder gebildet wird. Zu diesen Biokatalysatoren 
45 zahlt man die zu den Oxidreduktasen gehdrenden Enzy- 
men, die in ihrer Vielfalt allein oder in Kombination mit 
Enzymen aus anderen Enzymklassen, besonders aus der 
Enzymklasse der Hydrolasen oder als Bestandteil der 
bereits genannten hdher integrierten biokatalytisch ak- 
50 tiven Systeme oder als Teil modifizierter Antikdrper, 
Antigene, Haptene, Hormone und anderer biologisch 
aktiver Verbindungen auf dem ersten Sensor immobili- 
siert sind. Ihre Immobilisierung gestattet die quantitati- 
ve Bestimmung ihrer Substrate. Der zweite Sensor ist 
55 bei diesen Systemen auch mit einem Biokatalysator be- 
schichtet Bevorzugt sind diese immobilisierten Biokata- 
lysatoren ein Enzym oder mehrere Enzyme, die eine mit 
dem ersten Sensor interferierende Stdrsubstanz umset- 
zen und damit deren quantitative Bestimmung erlauben. 
60 Weniger bevorzugt werden dafOr hdher integrierte, bio- 
katalytisch aktive Systeme verwendet Referenzsensor 
ist ebenfalls eine aus der elektrochemischen Analytik 
allgemein bekannte Referenzelektrode. 
Ein zweites wesentliches Bauteil, das fQr die automat- 
es sche Steuerung der Wechselwirkungen der mechani- 
schen und elektronischen Elemente der MeBablaufe und 
fur die Auswertung der MeBsignale zur Ergebnisbil- 
dung und -dokumentation verantwortlich ist, ist die 
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rechnergestutzte Steuer- und Auswerteeinheit Sie be- 
steht aus 

— einer MeBzeiteinrichtung, die so dimensioniert 
ist, daB die MeBzeiten des Biosensorsystems frei 
wahlbar, bevorzugt aber von 2 Sekunden bis 60 
Sekunden festgelegt sind, 

— einer Zeitablaufsteuerung, die das Ende der 
programmierten MeBzeit nach MeBprobenzugabe 
zur und MeBprobenerkennung in der MeBIosung 
bestimmt, 

— einer MeBablaufsteuerung, die den zeitlichen 
Ablauf aller MeB- und Kontrollvorgange koordi- 
niert, 

— einem Probenerkennungssystem, das nach 
MeBprobenzugabe zur MeBldsung den MeBzeitbe- 
ginn auslost, 

— einer Kalibrier- und MeBvorgangssteuerung, 
die die Reihenfolge der Kalibrier-, MeB* und Kon- 
trollvorgange der MeBablaufe festlegt, 

— einem MeBwertaufnahmesystem, das die MeB- 
signale von den Sensoren aufnimmt und ablegt, 

— einer Vorrichtung zur Verarbeitung der MeBsi- 
gnale und Ergebnisbildung, 

— einem Zwischenspeicher fur die Ergebnisse der ; 
Kalibrierung, der Kontrolle der Aktivitatszustande 
der Sensoren des Biosensorsystems und der zu pro- 
grammierenden MeBzeiten, 

— einem Erkennungssystem fur den AktivitStszu- 
stand der Sensoren des Biosensorsystems und 

— einem Stromversorgungssystem far samtliche 
Aggregate der MeBvorrichtung. 

Essentieller Bestandteil der Kalibrier- und MeBvor- 
gangssteuerung der Auswerte- und Steuereinheit sind 
Vorrichtungen und Systeme, die gewahrleisten, daB vor 
der Konzentrationsbestimmung der Biokatalysatorsub- 
stratkonzentration die Ermittlung der Korrekturfakto- 
ren, die ein unterschiedliches Ansprechverhalten der 
Sensoren gegenuber auf das Biosensorsystem einwir- 
kenden Storsubstanzen berucksichtigen und eine Kali- 
brierung mit einer definierten Biokatalysatorsubstrat- 
konzentration, die in einem Kalibrierpuffer mit geeigne- 
ter PufferkapazitSt aufgelost ist, ermdglichen. Die Kor- 
rekturfaktoren fur das Biosensorsystem werden ermit- 
telt, indem Substrate oder Produkte der biokatalyti- 
schen Reaktion, die auf dem mit einem Biokatalysator 
besichteten ersten Sensor abiauft, in dem Mengen und 
Konzentrationen zur MeBIosung addiert werden, daB 
etwa gleichgroBe MeBsignale erhalten werden, wie sie 
bei der durch die Biokatalysatoren realisierten biokata- 
lytischen Reaktion nach der Substratzugabe zur MeBIo- 
sung auftreten. Fur den Kalibriervorgang ist die Kali- 
brier- und MeBvorgangssteuerung der Steuer- und Aus- 
werteeinheit so ausgelegt, daB zur Kompensierung von 
Toleranzen des MeBsystems und von Anderungen der 
Aktivitatszustande der immobilisierten Biokatalysato- 
ren des Biosensorsystems mit Biokatalysatorsubstrat- 
konzentrationen kalibriert wird, die in Kalibrierpuffern 
aufgelost sind, deren Pufferkapazitaten sich aus den 
Mittelwerten der unterschiedlichen Pufferkapazitaten 
der zu vermessenden MeBproben mit den unbekannten 
Biokatalysatorsubstratkonzentrationen ergeben, und 
die nach an sich bekannten Verf ahren bestimmt werden. 
Nach den Kalibrier- und MeBvorgangen werden mit der 
Vorrichtung zur MeBwertverarbeitung die anfallenden 
MeBsignale in MeBergebnisse umgewandelt Dabei 
wird mit Hilfe von in die Vorrichtung zur MeBwertver- 
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arbeitung integrierten Bauteilen die Differenz aus dem 
MeBsignal des ersten Sensors und dem MeBsignal des 
zweiten Sensors gebildet, die mit dem Korrekturfaktor 
multipliziert wird, dieser Wert mit dem Wert fur die 

5 Kalibrierkonzentration verglichen wird und der Ver- 
gleichswert nach Umrechnung in Konzentrationseinhei- 
ten (oder Aktivitatseinheiten) der zu bestimmenden 
Biokatalysatorsubstrate als MeBergebnis ermittelt, das 
durch digitate Anzeige oder fiber einen Monitor oder 

o Drucker dokumentiert wird. ErfindungsgemaB wird die 
MeBvorrichtung zur Bestimmung der Penicillinkonzen- 
tration in Fermentationslosungen eingesetzt Es wird 
ein Biosensorsystem verwendet, das aus einer pH-Elek- 
trode, die mit einem penicillinspaltenden Enzym be- 

5 schichtet ist, einer unbeschichteten pH-Elektrode und 
einer Referenzelektrode besteht und in der MeBzelle 
angeordnet ist Zur Kalibrierung des MeBsystems wird 
die zur Ermittlung des Korrekturfaktors erforderliche 
Konzentration einer Mineralsaure, vorzugsweise Salz- 

o saure, und die Pufferkapazitat fur den Kalibrierpuffer 
nach an sich bekannten Verfahren vorher bestimmt 

Die Bestimmung der Penicillinkonzentration und die 
vorherige Kalibrierung mit der bestimmten Konzentra- 
tion an Salzsaure (10~ 2 n HQ) und einer definierten 

5 Penicillinkonzentration (30 mM Penicillin G/l), Puffer- 
konzentration t x 10~ 2 mol/l — I x 10~ 4 mol/1, 
pH — 6,0—8,1 1, erfolgen automatisch durch die MeBab- 
laufsteuerung mit Hilfe der MeBzeiteinrichtung, der 
Zeitablaufsteuerung des Probenerkennungssystems und 

o der Kalibrier- und MeBvorgangssteuerung, nach der 
Probenzugabe zur MeBIosung. In Abhangigkeit vom 
mit penicillinspaltenden Enzym beschichteten Sensor 
liegt die MeBzeit unter 20 Sekunden. 
Zur Bestimmung von Harnstoff in Serum wird erfin- 

5 dungsgemaB ein Biosensorsystem eingesetzt, das aus ei- 
ner pH-Elektrode, die mit Urease beschichtet ist, aus 
einer zweiten unbeschichteten pH-Elektrode und einer 
Referenzelektrode besteht Zur Ermittlung des Korrek- 
turfaktors verwendet man eine Base, vorzugsweise 

o 0,015 n Natronlauge. Die Kalibrierung erfolgt mit einer 
definierten Menge Hamstofflosung, vorzugsweise 
10 mM Harnstoff /I die Pufferkonzentradon ist 1 x 
10- 3 mol/l bis 5 x 10- 3 mol/l, der pH-Wert 6,8-7,4. 
Die MeBzeit liegt unter 30 Sekunden. 

5 Die Bestimmung des Disaccharids Saccharose in Ge- 
genwart von Glukose erfolgt mit einem Biosensorsy- 
stem, das aus einer mit einer Enzymmembran beschich- 
teten Sauerstoff oder Reduktionsprodukte messende 
Elektrode besteht In der Enzymmembran sind Saccha- 

o rose (Invertase), Mutarotase und Glukoseoxidase ent- 
halten. Die zweite Elektrode ist ebenfalls eine Sauer- 
stoff- oder seine Reduktionsprodukte messende Elek- 
trode, die mit Glukoseoxidase und gegebenenfalls Mu- 
tarotase beschichtet ist Die dritte Elektrode ist eine 

5 Referenzelektrode. Der Korrekturfaktor wird mit einer 
definierten Menge Glukoselosung (10 mM Glukose/1) 
bestimmt, die Kalibrierung erfolgt mit einer Saccharo- 
seldsung (10 mM Saccharose), die Pufferkonzen tration 
ist 2 mol/l und der pH-Wert 6,0 bis 7,5. Die MeBzeit liegt 

» unter 30 Sekunden. Das erfindungsgemaBe Verfahren 
zur Bestimmung des Disaccharids Laktose enthalt in der 
Enzymmembran des ersten Sensors die Enzyme (J-Gal- 
aktosidase, Mutarotase und Glukoseoxidase und in der 
Enzymmembran des zweiten Sensors Glukoseoxidase 

6 und gegebenenfalls Mutarotase, und die dritte Elektro- 
de ist die Referenzelektrode. Der Korrekturfaktor wird 
mit einer definierten Menge Glukoselosung (10 mM 
Glukose/1) bestimmt, die Kalibrierung des MeBsystems 
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erfolgt mit einer definierten Menge Laktoseldsung 
(10 mM Laktose), die Pufferkonzentration ist 2 mol/l bis 
1 x 10~ 3 mol/l und der pH-Wert 6,0 bis 7,5. 

Die MeBzeit liegt im Bereich von weniger als 30 Se- 
kunden. Zur Bestimmung des Disaccharids Maltose 
nach dem erfindungsgemaBen Verf ahren enthalt die En- 
zymmembran des ersten Sensors Glukoamylase, Muta- 
rotase und Glukoseoxidase und die Enzymmembran des 
zweiten Sensors Glukoseoxidase und gege ben enf alls 
Mutarotase. Die dritte Elektrode ist die Referenzelek- 
trode. Der Korrekturfaktor wird auch hier mit einer 
definierten Menge Glukoselosung (10 mM Glukose/1) 
bestimmt, und die Kalibrierung des MeBsystems wird 
mit einer definierten Menge Maltoseldsung (10 mM 
Maltose) vorgenommen, die Pufferkonzentration ist 
2mol/lbisl x 10~ 3 mol/i und der pH- Wert 6,0 bis 7,5. 

Die MeBzeit zur Bestimmung einer Meflprobe be- 
tragt weniger als 30 Sekunden. 

Mit der erfindungsgemaBen MeBvorrichtung konnen 
eine Vielzahl von Biokatalysatorsubstraten schnell und 
in einfacher Weise quantitativ bestimmt werden. Durch 
die rechnergestutzte, automatisierte Ablaufsteuerung 
werden noch haufig anzutreffende manuelle und zeit- 
aufwendige Arbeitsschritte, die sich aus den MeB-, Steu- 
er- und Auswertevorgangen bei Analysenverfahren er- 
geben, wesentlich verringert Durch die Beseitigung von 
bei bisher vorhandenen MeBvorrichtungen auftreten- 
den Fehlerquellen werden mit der erfindungsgemaBen 
MeBvorrichtung zusatzlich auch die Richtigkeit und Zu- 
verlassigkeit der Analysenmethoden unter Verwendung 
von Biosensoren erheblich verbessert 

Beispie! 1 

Die erfindungsgem£8e MeBvorrichtung zur effekti- 
ven und automatischen Konzentrationsbestimmung von 
Biokatalysatorsubstraten wird nachfolgend anhand der 
durch sie verwirklichten MeBablauffolge beschrieben: 

Fig. 1 stellt den prinzipiellen Aufbau der MeBvorrich- 
tung dar und wird zur Darstellung der MeBablaufe her- 
angezogen. Zur Bestimmung der Penicillinkonzentra- 
tion in Fermentationslbsungen wird das aus einer mit 
Penicillinase (EC 352.6.) beschichteten pH- Elektrode 
als Sensor (15) und einer unbeschichteten pH-Elektrode 
als Sensor (16) — beide Sensoren werden mit integrier- 
tem Referenzsensor (17) verwendet — bestehende Bio- 
sensorsystem (7) in der MeBzelle (5) angeordnet Als 
nachste vorbereitende Schritte zur Penicillinbestim- 
mung in Fermentationslosungen werden die zur Ermitt- 
lung des Korrekturfaktors erforderliche Konzentration 
einer Mineralsaure und danach die geeignete Pufferka- 
pazitat fur den Kalibrierpuffer durch Titration von Fer- 
mentationslosungen bestimmt. Alle weiteren Arbeits- 
schritte — ausgenommen die Dosiervorgange, die nicht 
Gegenstand dieser erfindungsgemaBen MeBvorrich- 
tung sind, aber durchaus in den automatischen MeBab- 
lauf integriert werden konnen — erfolgen mit Hilfe der 
MeBzeiteinrichtung (18), der Zeitablaufsteuerung (19), 
der MeBablaufsteuerung (20), des Probenerkennungssy- 
stems (21) und der Kalibrier- und MeBvorgangssteue- 
rung (22) automatisch bzw. werden nach visuellen und 
uber die rechnergestQtzte Steuer- und Auswerteeinheit 
(3) gesteuerten Anweisungen ausgefiihrt Alle nachfol- 
gend beschriebenen Mefischritte unterliegen einem 
programmierten MeBablauf, der gesteuert wird durch 
die MeBablaufsteuerung (20). Zu Beginn des Einsatzes 
der MeBvorrichtung wird die MeBldsung aus dem Vor- 
ratsbeh&lter (11) mit Hilfe der Dosierpumpe (10) bei 
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gedffnetem Ventil (9) und geschlossenem Ventil (13) 
liber die MeBzeltenzufluBleitung (8) in die MeBzelle (5) 
gepumpt, in die obiges Biosensorsystem (7) eintaucht 
Nach Fullen der MeBzelle (5) mit der MeBldsung be- 
5 ginnt das OberprOfen des Grundzustandes der MeBsen- 
soren (15) und (16). Bei nichtkonstanten Ausgangspo- 
tentialen der MeBsensoren (15) und (16) werden durch 
Befehle die MeBzelle geleert, wieder gefullt und die 
MeBsensoren (15) und (16) damit so lange automatisch 
to aquilibriert, bis die Ausgangspotentiale konstant sind 
Gelingt das mit funf der beschriebenen Spulvorgange 
nicht, so erfolgt per Befehl aber die MeBvorrichtungs- 
teile (27) oder (28) die Ausschrift "Sensorwechser. Bei 
konstanten Ausgangspotentialen wird der Befehl Tin- 
is gabe der MeBzeit" gegeben, der Ober die Dateneingabe- 
einheit (4) ausgefiihrt wird. In Abhangigkeit vom Aktivi- 
tatszustand des mit Penicillinase beschichteten Sensors 
(15) liegt bei der Bestimmung von Penicillin in Fermen- 
tationslosungen die MeBzeit im Bereich von zwei bis 
20 funf Sekunden und ist in diesem Bereich Uber die Daten- 
eingabeeinheit (4) der MeBzeiteinrichtung (18) der Steu- 
er- und Auswerteeinheit (3) auch mitzuteilen, in der sie 
fur die nachfolgenden MeBvorgSnge abgespeichert 
wird. Als nachster MeBvorgangsschritt erfolgt die Be- 
25 stimmung des Korrekturfaktors fiir das Biosensorsy- 
stem (7). Zu diesem Zweck werden nach Befehlsertei- 
lung 50 |xl einer 10" 2 -normalen Salzsauretosung zur 
MeBldsung addiert Unmittelbar nach Erfassung der er- 
sten Potentialanderungen durch das Probenerken- 
30 nungssystem (21), das mit den Sensoren (15) und (16) 
uber den Analog- Digital- Wandler (2) verbunden ist, 
wird der Mefizeitbeginn durch die in die MeBzeitein- 
richtung (18) integrierte Zeitablaufsteuerung (19) ausge- 
Idst Nach Ablauf der programmierten MeBzeit wird der 
35 MeBvorgang — ebenfalls durch die Zeitablaufsteuerung 
(19) — abgebrochen. Die anfallenden MeBsignale gel an - 
gen danach in das MeBwertaufnahmesystem (23), von 
wo sie zur Berechnung des Korrekturfaktors durch die 
Vorrichtung zur MeBwertverarbeitung und Ergebnis- 
40 bildung (24) abgeruf en werden. Der hier ermittelte Kor- 
rekturfaktor wird zunachst im Zwischenspeicher (25) 
abgelegt Nach der Bestimmung des Korrekturfaktors 
wird bei geschlossenem Ventil (9) und geoffnetem Ventil 
(13) die MeBzelle automatisch geleert und mit MeBlo- 
45 sung geftillt, urn den Grundzustand der Sensoren (15) 
und (16) wieder zu erreichen. Werden nach funf Spul- 
vorgangen die Ausgangspotentiale nicht erreicht, so 
wird wieder der Befehl "Sensorwechser erteilt und der 
MeBvorgang von Beginn an wiederholt Bei Erreichen 
so der Potentialgmndzustande wird als n&chstes mit Hilfe 
der Kalibrier- und MeBvorgangssteuerung (22) das 
MeBsystem (1), genau genommen die MeBzelle (5) mit 
dem Biosensorsystem (7), mit einer definierten Penicill- 
inkonzentration kalibriert Dazu wird nach Befehlsertei- 
55 lung zunachst Ober die Dateneingabeeinheit (4) die Kali- 
brierkonzentration von Penicillin G der Steuer- und 
Auswerteeinheit (3) mitgeteilt, wo sie im Zwischenspei- 
cher (25) abgelegt wird. Die darauf folgende Aufforde- 
rung zur Kalibrierprobendosierung wird durch Addi- 
60 tion von 50 u.1 einer Kalibrierldsung, die ein 1 x \0~ 2 
molarer Phosphatpuf fer vom pH-Wert 7,0 mit 30 mM 
Penicillin G ist, zur MeBldsung in der MeBzelle (5) aus- 
gef uhrt Durch den Magnetruhrer (6) wird die nun peni- 
cillinhaltige MeBldsung durchmischt, und das Penicillin 
65 G dringt in die Enzymmembran des Sensors (15) ein, wo 
auf Grand der biokatalytischen Reaktion das Penicillin 
G innerhalb der programmierten MeBzeit umgesetzt 
wird und damit eine pH-Anderung in der Enzymmem- 
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bran verursacht wird. Der zweite MeBsensor (16) ubt 
beim Kaiibriervorgang noch keine Funktion aus, da im 
allgemeinen davon auszugehen ist, dafl MeBldsung und 
Kalibrierlosung den gleichen pH-Wert besitzen. In glei- 
cher Weisc wie bei der Bestimmung des Korrekturfak- 
tors beschrieben, wird unmittelbar nach Erfassung er- 
ster Potentialanderungen am Sensor (15) durch das Pro- 
benerkennungssystem (21) der MeBbeginn gestartet 
und die MeBzeit auch beendet Am Ende der MeBzeit 
liegt eine der Penicillinkonzentration entsprechende 
pH-Wertanderung bzw. eine dieser entsprechende 
Spannung an, die durch das MeBwertaufnahmesystem 
(23) aufgenommen und als MeBsignal fur die Kalibrier- 
konzentration ebenfalls im Zwischenspeicher (25) abge- 
legt wird Die nachsten automatischen MeBablaufschrit- 
te sind wie oben beschrieben wieder die SpulvorgSnge 
zum Erlangen des Grundzustandes des MeBsensors (15), 
einschliefllich des eventuell erforderlichen Befehls zum 
"Sensorwechsel" mit nachfolgender "Eingabe der MeB- 
zeit*' als erneuter MeBablaufbeginn mit neuem Biosen- 
sorsystem (7\ Der Kaiibriervorgang kann gieichzeitig 
verbunden werden mit der — wegen des unvermeidli- 
chen Aktivitatsverlustes der Enzymschicht — notwendi- 
gen Bestimmung des Aktivitatszustandes des Sensors 
(15). Dazu wurde in einem der Kalibrier- und MeBvor- 
gangssteuerung (22) folgendem Erkennungssystem (26) 
fur den Aktivitatszustand des Sensors (15) ein Mindest- 
wert der zu erreichcnden Spannung fur die Kalibrier- 
konzentration des Penicillins G eingegeben und abge- 
speichert Wird dieser Spannungswert nach Zugabe der 
Kalibrierlosung zur MeBldsung nicht erreicht, so erfolgt 
als erstes der Befehl uber die MeBvorrichtungsteile (27) 
oder (28) "Verdoppelung des Kalibrierldsungsvolu- 
mens". Das bedeutet, daB man mit 50 uJ einer 10~ 2 nor- 
malen SalzsSure und 100 \i\ Kalibrierlosungsvolumen 
den MeBablauf von "Eingabe der MeBzeit" an wieder- 
holt Wird auch dann der Wert fur die vorgegebene 
Mindestspannung nicht erreicht, so erfolgt wieder der 
Befehl "Sensorwechser 

Erst nach der beschriebenen Ermittlung des Korrek- 
turfaktors und Kalibrierung des MeBsystems (1) ist die 
quantitative Bestimmung von Penicillin G in Fermenta- 
tionslosungen mdglich. Dazu werden auf den Befehl 
Trobendosierung* 50 ui (bei Kalibrierung mit 100 u.1 
Kalibrierldsung 100 ui) Fermentationslosung zur MeB- 
ldsung dosiert, wobei bei der weiteren Beschreibung des 
Mefiablaufes davon ausgegangen wird, daB der pH- 
Wert der Fermentationslosung von dem der MeBldsung 
abweicht Durch den Sensor (15) wird nach der Proben- 
zugabe zur geruhrten MeBldsung die durch die biokata- 
lytische Reaktion verursachte pH-Wert- bzw. Span- 
nungsanderung und die pH-Wert- bzw. Spannungsdiffe- 
renz zwischen MeBldsung und Fermentationslosung in 
der gleichen Weise gemessen, wie es bei der Bestim- 
mung des Korrekturfaktors und der Darstellung des 
Kalibriervorganges beschrieben wurde. Der Gesamt- 
spannungswert vom Sensor (15) wird vom MeBwertauf- 
nahmesystem (23) aufgenommen und danach im Zwi- 
schenspeicher (25) abgelegt Gieichzeitig mit der Erfas- 
sung der Spannungssignale am Sensor (15) wird am Sen- 
sor (16) allein die pH-Wertdifferenz bzw. die ihr ent- 
sprechende Spannungsdifferenz zwischen MeBldsung 
und Fermentationslosung gemessen, die auch im Zwi- 
schenspeicher (25) abgelegt wird. Nach Abruf aus dem 
Zwischenspeicher (25) wird durch die Vorrichtung (24) 
die Differenz aus den MeBsignalen des Sensors (15) und 
des Sensors (16) gebildet, und dieser Wert wird ebenfalls 
im Zwischenspeicher (25) abgelegt 
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Nach Beendigung des MeBvorganges mit der penicill- 
inhaltigen Fermentationsldsungsprobe werden wieder 
die oben beschriebenen SpulvorgSnge zum Erlangen 
der Grundzustande der MeBsensoren (15) und (16) auto- 
5 matisch ausgefiihrt, wobei nachfolgend in Abhangigkeit 
von den angezeigten Befehlen entweder die nachste pe- 
nicillinhaltige Fermentationsprobe vermessen wird 
oder wegen zu niedrigem Aktivitatszustand des Sensors 
(15) infolge Aktivitatsverlustes in der Enzymmembran 

io bei zu langem MeBeinsatz neu kalibriert bzw. ein Sen- 
sorwechsel vorgenommen werden muB. Kurzere MeB- 
unterbrechungen von grdBer als funf Minuten werden 
durch die MeBablaufsteuerung (20) der Steuer- und 
Auswerteeinheit (3) automatisch mit der Oberpriifung 

is der Grundzustande der MeBsensoren (15) und (16) be- 
antwortet und solche MeBunterbrechungen von mehr 
als sechzig Minuten grundsatziich mit einem neuen 
MeBbeginn durch den Befehl "Eingabe der MeBzeit" mit 
den sich anschlieBenden, beschriebenen MeBablauf en. 

20 Durch die MeBablaufsteuerung (20) wird auch nach 
einer uber die Dateneingabeeinheit (4) programmierten 
und damit frei wahlbaren Zeit, vorteilhafterweise aber 
nach 60 Minuten, der Befehl zur Neukalibrierung des 
MeBsystems (1) gegeben. Weiter gehdrt zum durch die 

25 MeBablaufsteuerung (20) gesteuerten MeBablaufpro- 
gramm, daB nach jedem uber die Dateneingabeeinheit 
(4) vorzunehmenden Ausldsen eines MeBvorganges die 
MeBzelle zunachst geleert und wieder mit MeBldsung 
gefullt wird Die Berechnung der in der Fermentations- 

30 ldsung enthaltenen Penicillinkonzentration wird durch 
die in die Steuer- und Auswerteeinheit (4) tntegrierte 
Vorrichtung zur MeBwertverarbeitung und Ergebnis- 
bildung (24) tibemommen, die dazu die im Zwischen- 
speicher (25) abgespeicherten Werte des Korrekturfak- 

35 tors ftir das Biosensorsystem (7) und die Differenzwerte 
als Ergebnis der Probenmessungen abruft Der Wert 
des Korrekturfaktors und die Differenzwerte werden 
miteinander multipliziert, so daB Spannungswerte erhal- 
ten werden, die den wahren Penicillinkonzentrationen 

40 in der Fermentationslosung entsprechen. Gieichzeitig 
mit der Berechnung wird durch das MeBvorrichtungs- 
teil (24) der Spannungswert fflr die Kalibrierkonzentra- 
tion von 30 mM Penicillin G pro Liter Kalibrierpuffer 
aus dem Zwischenspeicher (25) abgerufen und im letz- 

45 ten Berechnungsschritt das Ergebnis der Konzentra- 
tionsbestimmung von Penicillin G in Fermentationsld- 
sungen durch einen Vergleich des gemessenen und kor- 
rigierten Spannungswertes mit dem Spannungswert fur 
die bekannte Kalibrierkonzentration ermittelt Dieses 

so durch Vergleich erhaltene MeBergebnis wird zum Ab- 
schluB des MeBvorganges uber das Anzeigegerat (27) 
digital oder uber das Dokumentationsgerat (28), das ein 
Drucker oder Monitor sein kann, in Konzentrationsein- 
heiten pro Volumeneinheit — aber auch nach entspre- 

55 chender Kalibrierung oder Umrechnung ein Aktivitats- 
einheiten pro Volumeneinheit — angezeigt bzw. ausge- 
geben. Mit der beschriebenen MeBvorrichtung wurden 
bei der Penicillin bestimmung folgende Leistungspara- 
meter erreicht: 

60 

— Ansprechzeit des Biosensorsystems (7): 2 bis 5 
Sekunden 

— MeBzeit fur eine MeBprobe einschliefllich Eich- 
und Spiilvorgange: 15 bis 20 Sekunden 

65 — Variationskoeffizient(20Proben): < 2% 

— Geradengleichung fflr den Methodenvergleich 
(Regressionsanaryse fflr 25 Proben): Y ■» (1,017 ± 
0,049) x -(1,135 ± 1,180) 
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- Korrelationskoeffizientrr(xy) « 0,9911. 

Beispiel 2 

Die erfindungsgemaBe MeOvorrichtung wird benutzt 5 
zur Bestimmung von Hamstoff in Serum. Meflprinzip 
und MeBablauf entsprechen den in Beispiel 1 beschrie- 
benen. Die pH-sensitive Oberflache des MeBsensors 

(15) des Biosensorsystems (7) wurde mit Urease be- 
schichtet wShrend der MeBsensor (16) auch in diesem to 
Falle unbeschichtet bleibt AJs MeBldsung wird eine von 
der Dialyse mit der kunstlichen Niere her bekannte Dia- 
lyseldsung verwendet, deren pH-Wert 7,4 ist Der Kor- 
rekturfaktor fur das Biosensorsystem (7) wird mit einer 
0,015 n Natronlauge bestimmt Kalibriert wird das MeB- 15 
system (1) mit einer 10 millimolaren Hamstoffkalibrier- 
losung. Folgende Leistungsparameter wurden bei der 
Harnstoffbestimmung erreicht: 

- Ansprechzeit des Biosensorsystems (7): 10 bis 20 
15 Sekunden 

- MeBzeit fur eine MeBprobe: < 30 Sekunden 

Die analytischen Parameter entsprechen denen des 
Beispiels 1. 25 

Beispiel 3 

Die erfindungsgemaBe MeBvorrichtung wird benutzt 
zur Bestimmung von Disacchariden in Gegenwart von 30 
Glukose. Bei der Saccharosebestimmung in Gegenwart 
von Glukose sieht das Biosensorsystem (7) wie nachfol- 
gend beschrieben aus. 

Die MeBsensoren (15) und (16) sind Sauerstoff oder 
seine Reduktionsprodukte messende Sensoren mit Re- 35 
ferenzsensor (17) und mit entsprechenden, die MeBsi- 
gnale bildenden, kommerziellen Bauteilen. Der MeBsen- 
sor (15) ist beschichtet mit einer Enzymmembran, die 
Saccharose (Invertase), Mutarotase und Glukoseoxida- 
se enthaMt, der Sensor (16) hingegen ist nur mit einer 40 
Glukoseoxidase enthaltenden Membran, die gegebe- 
nenfalls noch Mutarotase enthalten kann, beschichtet 
Als MeBldsung dient ein Phosphatpuffer (0,1 mol/1) vom 
pH-Wert im Bereich von 6 bis 7,5. Der Korrekturfaktor 
fur das Biosensorsystem (7) wird mit einer Glukoseld- 45 
sung (10 mM) bestimmt und kalibriert wird mit einer 
Saccharoselosung (10 mM). Zur Ergebnisbildung wird 
die 1. Ableitung des Stromes nach der Zeit des Maximal- 
wertes des MeBstromes als MeBsignal herangezogen. 
Innerhalb von 10 bis 15 Sekunden steht das MeBergeb- 50 
nis zur Verfiigung, und die GesamtmeBzeit fur eine 
MeBprobe betragt weniger als 30 Sekunden. 

Biosensorsysteme (7) der MeBvorrichtung mit glei- 
chen Leistungsparametern kdnnen zur Bestimmung an- 
derer Disaccharide wie Laktose oder Maltose herange- 55 
zogen werden, wenn die Enzymzusammensetzung des 
Sensors (15) verandert wird bei unverandertem Sensor 

(16) . Zur Bestimmung von Laktose besteht die Enzym- 
membran des MeBsensors (15) aus den immobilisierten 
Enzymen p-Galaktosidase, Mutarotease und Glukose- 60 
oxidase und fur die Maltosebestimmung aus den immo- 
bilisierten Enzymen Glukoamylase, Mutarotase und 
Glukoseoxidase, wahrend der MeBsensor (16) wie beim 
Beispiel der Saccharosebestimmung aufgebaut ist 

65 

Verwendete Bezugszeichen zur Fig. 1 
1 « MeBsystem 
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2 

- 

Analog-Digital-Wandler 

3 


Steuer- und Auswerteeinheit 

4 


Dateneingabeeinheit 

5 


MeBzelle 

6 


Ruhrer 

7 


Biosensorsystem 

8 


MeBzellenzufluBleitung 

9 


Ventil 

10 

■ 

Dosiervorrichtung 

11 

- 

Vorratsbehalter fur die MeBldsung 

12 


MeBzellenabfluBleitung 

13 

*" 

Ventil 

14 


Absaugvorrichtung 

15 


Sensor 1 

16 


Sensor 2 

17 


Referenzsensor 

18 


MeBzeiteinrichtung 

19 


Zeitablaufsteuerung 

20 


MeBablaufsteuerung 

21 


Probenerkennungssystem 

22 

S3 

Kalibrier- und MeBvorgangssteuerung 


23 — MeBwertaufnahmesystem 

24 « Vorrichtung zur MeBwertverarbeitung und Er- 
gebnisbildung 

25 « Zwischenspeicher 

26 = Erkennungssystem fur Aktivitatszustand des Bio- 
sensorsystems (7) 

27 — Anzeigegerat 

28 — Dokumentationsgerat 

29 = Stromversorgungssystem 

30 « Gerategehause 

— ► « elektrische Leitungen 
«- = elektrische Leitungen 

Patentanspruche 

1. MeBvorrichtung zur automatischen Bestimmung 
der Konzentration von Substraten von Biokataly- 
satoren mittels potentiometrischer und amperome- 
trischer Enzymelektroden bzw. Biosensoren be- 
kannter Bauart, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
aus einem kalibrierenden rechnergestutzten Diffe- 
renzmeBsystem (1), verbunden uber einen Analog- 
Digital-Wandler (2) und mit einer Steuer- und Aus- 
werteeinheit (3), die eine quasi kontinuierliche, 
quantitative Auswertung potentiometrische und 
amperometrische MeBsignale in hoher Reprodu- 
zierbarkeit und unter Ausschaltung bzw, Minimie- 
rung der meBwertverfalschenden StdrgrdBen ge- 
wahrletstet, besteht 

2. MeBvorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Steuer- und Auswerteeinheit 
(3) aus einer MeBzeiteinrichtung (18), einer Zeitab- 
laufsteuerung (19), einer MeBablaufsteuerung (20), 
einem Probenerkennungssystem (21), einer Kali- 
brier- und MeBvorgangssteuerung (22X einem 
MeBwertaufnahmesystem (23X einer Vorrichtung 
zur MeBwertverarbeitung und Ergebnisbildung 
(24), einem Zwischenspeicher (25), einem Erken- 
nungssystem ffir den Aktivitatszustand der Senso- 
ren (26) und einem Stromversorgungssystem (29) 
besteht 

3. MeBvorrichtung nach AnsprOchen 1 und 2, da- 
durch gekennzeichnet daB die MeBzeiteinrichtung 
(18) so dimensioniert ist, daB die MeBzeiten frei 
wahlbar, vorzugsweise von 2 bis 60 Sekunden ein- 
gestellt werden kdnnen. 

4. MeBvorrichtung zur Bestimmung der Konzen- 
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tration von Substraten der Hydrolasen in MeBpro- 
ben, vorzugsweise in Fermentationslosungen und 
Serum nach Anspruchen 1—3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Biosensorsystem im rechnerge- 
steuerten MaBsystem, aus einer pH-E!ektrode oder 5 
einem pH-sensitiven, ionenselektiven Feldeffekt- 
transistor, die mit Hydrolasen beschichtet sind, ei- 
ner unbeschichteten pH- Elektrode oder einem un- 
beschichteten pH-sensitiven, ionenselektiven Feld- 
effekttransistor und einer gemeinsamen Referenz- 10 
elektrode besteht und die MeBzeiteinrichtung auf 
eine MeBzeit von kJeiner oder gleich 60 Sekunden 
eingestelltwird. 

5. MeBvorrichtung zur Bestimmung von glukose- 
haltigen Disacchariden in Gegenwart von Glukose 15 
nach Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Biosensorsystem (7) im rechnergesteuerten 
MeBsystem (1) aus einer Sauerstoffelektrode vom 
Typ der Clark-Elektroden oder einer gleiche Eigen- 
schaften besitzenden und mit Mediatoren modifi- 20 
zierten Elektrode (15), die zur Glukosebildung mit 
einem Disaccharide spahenden Enzym und zusatz- 
Hch mit Glukoseoxidase und gegebenen falls Muta- 
rotase beschichtet ist, einer Sauerstoffelektrode 
vom Typ der Clark-Elektrode oder eine gleiche Ei- 25 
genschaften besitzende und mit Mediatoren modi- 
fizierte Elektrode (16), die mit Glukoseoxidase und 
gegebenenfalls mit Mutarotase beschichtet ist und 
einer Referenzelektrode (17) besteht und die MeB- 
zeiteinrichtung (IS) auf eine MeBzeit von kleiner 30 
oder gleich 30 Sekunden eingestellt ist 

6. Verfahren zur automatischen Bestimmung der 
Konzentration von Substraten von Biokatalysato- 
ren mittels einer MeBvorrichtung mit einem Bio- 
sensorsystem, dessen Biosensoren mit immobili- 35 
sierten Biokatalysatoren in eine gepufferte MeBld- 
sung eintauchen, die zu bestimmenden Substrate in 
einer Probeldsung definierter Menge dieser MeB- 
losung zugesetzt werden und die pH-Anderung 
oder Spannungsanderung pro Zeitintervall gemes- 40 
sen wird, dadurch gekennzeichnet, daB man die 
MeBldsung auf eine Pufferkonzentration von 2,0 
bis 10~ 5 mol/1 und einem pH-Wert in der Nahe des 
pH-Optimums des jeweils immobilisierten Biokata- 
lysators einstellt, die MeBzeit im Bereich von 2 bis 45 
60 Sekunden festlegt, einen Korrekturfaktor ermit- 
telt, eine Kalibrierung des MeBsystems durch eine 
Losung definierter Mengen an zu bestimmenden 
Substraten von Biokatalysatoren durchfuhrt und 
die Konzentrationswerte angezeigt oder ausgege- 50 
ben werden. 

7. Verfahren zur automatischen Bestimmung der 
Konzentration von Substraten von Biokatalysato- 
ren mittels einer MeBvorrichtung mit einem Bio- 
sensorsystem, dessen Biosensoren mit immobili- 55 
sierten Biokatalysatoren in eine gepufferte MeBlo- 
sung eintauchen, nach Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die MeBldsung, die auf eine Puf- 
ferkonzentration von 2,0 bis 10~ 5 mol/I mit einem 
pH-Wert in der Nahe des pH-Optimums des je- eo 
weils immobilisierten Biokatalysators eingestellt 
ist, aus einem Vorratsbeh&lter in eine MeBzelle ge- 
pumpt wird, der Vorgang zum Erreichen konstan- 
ter elektrischer Ausgangssignale der Sensoren ge- 
gebenenfalls bis zu funfmal im Wechsel mit Leeren 65 
der MeBzelle wiederholt wird und gegebenenfalls 
bei nichtkonstanten Ausgangssignalen ein Sensor- 
wechsel signalisiert wird, daB bei konstanten Aus- 
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gangssignalen die MeBzeit Bber eine Dateneinga- 
beeinheit einer MeBzeiteinrichtung und einer Steu- 
er- und Auswerteeinheit mitgeteilt wird, daB an- 
schlieBend zur Bestimmung eines Korrekturfaktors 
fur ein unterschiedliches Ansprechverhalten der 
Sensoren des MeBsystems die Losung einer Stor- 
substanz zur MeBldsung zugegeben wird, die MeB- 
losung durchmischt wird und nach Erfassung der 
ersten MeBsignalanderungen an den Sensoren 
durch ein Probenerkennungssystem, das mit den 
Sensoren des MeBsystems uber einen Analog-Digi- 
tal- Wandler verbunden ist, der MeBzeitbeginn 
durch eine in die MeBzeiteinrichtung integrierte 
Zeitablaufsteuerung ausgeldst wird, nach Ablauf 
der programmierten MeBzeit der MeBvorgang 
ebenfalls durch die Zeitablaufsteuerung abgebro- 
chen wird, die MeBsignale danach in ein MeBwert- 
aufnahmesystem gelangen, ein Korrekturfaktor fQr 
das Sensorsystem berechnet und dieser in einem 
Zwischenspeicher abgelegt wird, 
anschlieBend die MeBzelle geleert und erneut mit 
MeBlosung zur Herstellung der konstanten Grund- 
zustande der Sensoren gefullt wird, gegebenenfalls 
die Sensoren nach funfmaligem Fullen und Leeren 
der MeBzelle infolge nichtkonstanter Grundzu- 
stande zum Wechseln angezeigt werden und der 
MeBvorgang von Beginn an wiederholt wird, daB 
bei Erreichen konstanter Grundzustande die MeB- 
zelle zur Kalibrierung mit der Losung definierter 
Mengen an zu bestimmenden Substraten der Bio- 
katalysatoren zwischen 2 und 50mmot Substrat 
pro Liter mit MeBldsung gefullt wird, die Kalibrier- 
werte uber die Dateneingabeeinheit der Steuer- 
und Auswerteeinheit mitgeteilt und im Zwischen- 
speicher abgelegt werden, daB nach Zudosierung 
der Kalibrierlosung die die Substrate der Biokata- 
lysatoren enthaltende MeBldsung durchmischt 
wird, durch das Probenerkennungssystem der 
MeBbeginn gestartet und die MeBzeit auch been- 
det wird, die MeBsignale fur die Kalibrierkonzen- 
tration durch das MeBwertaufnahmesystem aufge- 
nommen und ebenfalls im Zwischenspeicher abge- 
legt werden, 

daB anschlieBend die Grundzustande der Sensoren 
des MeBsystems durch bis zu funfmaliges Spulen 
mit der MeBlosung, gegebenenfalls durch Sensor- 
wechsel, wieder hergestellt werden, gegebenenfalls 
der Kalibriervorgang mit der Bestimmung des Ak- 
tivitatszustandes der Biosensoren des MeBsystems 
verbunden wird, wobei ein zu erreichender Min- 
destwert der elektrischen MeBsignale fur die Kali- 
brierkonzentration der Kalibrierlosung, der eben- 
falls im Zwischenspeicher abgespeichert ist, durch 
das Probenerkennungssystem mit dem gemessenen 
Signal fur die Kalibrier konzentration verglichen 
wird und bei Nichterreichen dieses Mindestwertes 
die Aufforderung zum Wechsel der Biosensoren 
des MeBsystems erfolgt, daB bei Vorliegen eines 
ausreichenden Aktivitatszustandes der Biosenso- 
ren dann die Probendosierung der zu bestimmen- 
den Substrate der Biokatalysatoren zur MeBldsung 
erfolgt, diese durchmischt wird, die wie oben be- 
schrieben erhaltenen Werte der elektrischen MeB- 
signale nach Probenzugabe fur den ersten und 
zweiten Sensor vom MeBwertaufnahmesystem auf- 
genommen werden, durch eine Vorrichtung zur 
MeBwertverarbeitung und Ergebnisbildung daraus 
die Dif ferenz aus den MeBsignalen vom ersten Sen- 
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sor und zweiten Sensor gebildet wird und dieser 
Differenzwert aus den MeBsignalen beider Senso- 
ren im Zwischenspeicher abgelegt wird, daB da- 
nach die Berechnung der Konzentration der Sub- 
strate der Biokatalysatoren in der MeBldsung er- 5 
folgt, indem durch die in die Steuer- und Auswerte- 
einheit integrierte Vorrichtung zur MeBwertverar- 
beitung und Ergebnisbildung aus dem Zwischen- 
speicher die Werte fur die Korrekturfaktoren und 
die Differenzwerte aJs Ergebnis der Probenmes- 10 
sungen abgerufen werden, beide Werte miteinan- 
der multipliziert werden, diese den zu bestimmen- 
den Konzentrationen der Substrate der Biokataly- 
satoren entsprechenden, korrigierten MeBsignal- 
werte mit den MeBsignalwerten fur die Kalibrier- 15 
konzentrationen verglichen werden und daB die auf 
diese Weise ermittelten JConzentrationswerte fur 
die Substrate von Biokatalysatoren in Probeldsun- 
gen uber ein Anzeigegerat digital oder iiber ein 
Dokumentationsgerat in Konzentrationseinheiten 20 
pro Volumeneinheit, gegebenenfalls nach entspre- 
chender Eichung auch in Aktivitatseinheiten pro 
Volumeneinheit oder Mengeneinheit, angezeigt be- 
ziehungsweise ausgegeben werdea 
8. Verfahren nach den Anspruchen 6 bis 7, dadurch 25 
gekennzeichnet, daB zur Herstellung der Kalibrier- 
Idsungen die definierten Konzentrationen der Sub- 
strate der Biokatalysatoren zur Kalibrierung des 
MeBsystems in Kalibrierpuffern oder Kalibrierlo- 
sungen mit einer Pufferkapazitat aufgelost werden, 30 
die sich aus den durch Titration bestimmten Mittel- 
werten der unterschiedlichen Pufferkapazitaten 
der zu vermessenden Proben mit den unbekannten 
Konzentrationen der Substrate der Biokatalysato- 
ren ergibt 35 
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